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R E S U M O
Objetivo
Avaliar a atividade do hidrolisado das proteínas de soro de leite bovino e uma fração de peptídeos de baixo
peso molecular (peso molecular ≤1kDa), na proteção do epitélio da mucosa do estômago de ratos Wistar
adultos contra o processo ulcerativo, induzidos por três diferentes agentes.
Métodos
Nesse estudo foram utilizados os modelos de indução de úlcera pelo antiinflamatório indometacina (30mg/kg
de peso), por etanol absoluto (1ml/animal) e por estresse causado por imobilização e frio (4oC/2h) em ratos
Wistar adultos.
Resultado
O hidrolisado protéico de soro de leite foi obtido por tratamento com pancreatina, ao grau de hidrólise de
20%, e fracionado em membrana de fluxo tangencial com faixa de corte de 1kDa, para obtenção de uma
fração contendo peptídeos de baixo peso molecular denominada peptídeos do hidrolisado protéico de soro
(≤1kDa). A administração aguda do hidrolisado protéico de soro, de acordo com o modelo etanol, resultou em
65,5% de redução dos índices de lesões ulcerativas, sendo obtida 77,4% de inibição em dose dupla.
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Conclusão
O efeito citoprotetor dos peptídeos de baixo peso molecular foi mais elevado  para o modelo de indução por
antiinflamatório, em relação ao hidrolisado integral, tanto em dose única como em dupla (53,1% e 71,6% de
redução dos índices de lesões ulcerativas, respectivamente). Não foi constatada atividade protetora em modelos
de úlcera induzidos por estresse.
Termos de indexação: hidrolisados de proteínas; peptideos; ratos wistar; úlcera gástrica.
A B S T R A C T
Objective
To assess the ability of bovine whey protein hydrolysate and its low molecular weight fraction (molecular
weight ≤1kDa) to protect the gastric mucosa of rats against ulcerative process induced by three different
agents.
Methods
Adult Wistar rats were subjected to the indomethacin-induced ulcer (30mg/kg body weigh), absolute ethanol
(1ml/animal) and immobilization and cold stress (40C/2h), models.
Results
Whey protein hydrolysate was obtained by treatment with pancreatin to a degree of hydrolysis of 20% and
fractionated using a tangential flow membrane with a molecular weight cut-off of 1kDa to obtain the fraction
containing low molecular weight peptides (≤1kDa). In the ethanol-induced acute ulcer model (single dose),
whey protein hydrolysate inhibited the gastric lesion index by 65.5% and the double dose resulted in a 77.4%
inhibition.
Conclusion
For the anti-inflammatory model, the cytoprotective effect of low molecular weight peptides was stronger
than that of total hydrolysate (53.1 and 71.6%, ulcerative lesion index) for single and double dose, respectively.
No mucosa cytoprotective activity was found for whey protein concentrate, whey protein hydrolysate or WPHP
in the immobilization and cold stress model.
Indexing  terms: protein hydrolysates; peptides; rats, Wistar; stomach ulcer.
I N T R O D U Ç Ã O
Várias condições físicas e psicológicas,
ocasionadas principalmente por estresse, estão
relacionadas a causas de úlcera gástrica em
modelos humanos e animais. A carbenoxolona
sódica é uma droga com atividade antiulcero-
gênica comprovada, amplamente utilizada para
tratamento de úlcera. Seu mecanismo de ação
consiste em aumentar a síntese das prosta-
glandinas na mucosa gástrica, inibindo as enzimas
que promovem seu catabolismo das prostaglan-
dinas1,2. A cimetidina também é uma droga
amplamente utilizada como agente anti-secretório
gástrico na prevenção e tratamento de úlceras
gástricas3.
As proteínas do soro de leite têm sido
apontadas como nutrientes portadores de
atividade funcional, capazes de modular algumas
respostas fisiológicas do organismo animal.
Evidências fornecidas por estudos realizados em
diferentes modelos experimentais (animais,
humanos e células in vitro), utilizando a proteína
do soro de leite, têm comprovado a eficácia deste
produto na modulação orgânica, como o aumento
da capacidade imunomodulatória, aumento no
combate a infecções e processos inflamatórios,
ação antibacteriana e antiviral, estímulo da
absorção e função intestinal, aumento da absorção
de minerais, aumento da síntese de hormônios,
ação anticancerígena, além do efeito citoprotetor
a partir da promoção da síntese de glutationa4-9.
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A atividade funcional das proteínas do soro
de leite tem sido correlacionada à sua capacidade
em estimular a síntese de glutationa celular. Para
vários pesquisadores o estímulo à síntese de
glutationa depende da liberação de peptídeos
contendo a seqüência glutamilcistina por ação das
enzimas do trato digestório.  Trabalhos publicados
a partir da década de 80 têm relatado que a
glutationa intracelular possui atividade protetora
contra lesões das células da mucosa gástrica por
intermédio de mecanismos de citoproteção10-12.
Embora as proteínas do soro de leite
possuam elevada digestibilidade e sejam
rapidamente absorvidas para a circulação
sangüínea, sabe-se que os hidrolisados protéicos
contendo peptídeos de pequeno tamanho, di e
tripeptídeos, são absorvidos numa velocidade
maior, tanto em relação às proteínas como aos
aminoácidos livres13. Os hidrolisados, na forma de
di e tripeptídeos, preservam melhor a estabilidade
de alguns aminoácidos  em processos de esterili-
zação e estocagem, aumentando a solubilidade
sem prejudicar a osmolaridade no produto final14,15.
Portanto, uma vez que as proteínas concentradas
e hidrolisadas sejam obtidas e conservadas sem
desnaturação, os peptídeos, obtidos pela proteólise
destas, podem ser capazes de conservar e ampliar
sua atividade funcional estimulando a síntese de
glutationa e sendo provavelmente metabolizados
num período de tempo mais curto.
Neste trabalho avaliou-se a atividade
protetora de proteínas hidrolisadas do concentrado
protéico de soro de leite e uma fração do
hidrolisado, contendo peptídeos de baixo peso
molecular (≤1kDa), ao proteger as células da
mucosa gástrica contra o processo ulcerogênico,
utilizando-se três modelos diferentes de indução
de úlcera. Os tratamentos foram comparados à
atividade antiulcerativa do concentrado protéico
de soro de leite.
M É T O D O S
Obtenção do hidrolisado protéico de soro
de leite (HPS): para produção do hidrolisado foi
utilizado o concentrado protéico de soro de leite
(CPS) obtido de acordo com a metodologia
descrita por Borges16.  O CPS foi utilizado como
substrato a 10% (p/v) em água, e o sistema
enzimático pancreatina (Sigma P-1750) na
proporção E/S de 1/250 em pH 7,5, a temperatura
de 37ºC. O grau de hidrólise final foi de 20%,
sendo monitorado pelo método do pH-stat17. A
inativação enzimática foi realizada pelo
aquecimento a 85ºC por 15 minutos, seguido por
liofilização.
O hidrolisado de pancreatina liofilizado foi
ressuspendido em água ultra pura (5% p/v) e
submetido a ultrafiltração em membrana de fluxo
tangencial em cartuchos Prep/ScaleTM-1ft2,  para
corte de peso molecular na faixa de 1kDa
(hidrolisado de soro de leite fracionado - PHPS).
O permeado contendo peptídeos de baixo peso
molecular (≤1kDa) foi liofilizado e caracterizado
quanto à composição de aminoácidos e
distribuição do peso molecular dos peptídeos18.
Composição de aminoácidos: Determinada
por hidrólise ácida (HCl 6N, 110ºC, 22h) em
analisador Dionex Dx-300, dotado de coluna de
troca catiônica e reação colorimétrica pós-coluna
com ninidrina. A quantificação foi realizada
utilizando uma mistura padrão de aminoácidos
(Pierce kit 22).
Ensaio biológico
Para a realização dos experimentos foram
utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal
entre 300 - 400g. Os animais foram fornecidos
pelo Centro de Bioterismo (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e
utilizados nos experimentos após o período
mínimo de sete dias de adaptação ao biotério,
com ciclo de claro-escuro de 12 horas e tempe-
ratura ambiente de 20ºC, com água e ração
ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comitê de Ética para Pesquisas Animais da
Unicamp, em concordância com os princípios em
pesquisa animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentação Animal (COBEA).
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Utilizaram-se grupos de 7 animais para os
diferentes modelos de indução de úlcera. Para o
tratamento em dose única (tratamento agudo),
todos os ratos foram mantidos em jejum por 24
horas antes da administração via oral (por
gavagem) dos tratamentos correspondentes. Os
animais receberam uma dose (1.000mg/kg/peso
corpóreo) das soluções teste (CPS, HPS e PHPS) e
salina. Para o tratamento em dose repetitiva os
ratos, após terem recebido a primeira dose das
soluções teste e salina, foram colocados em dieta
comercial por 8 horas, seguida de jejum por 16
horas antes de receber a segunda dose das
respectivas soluções teste (2 x 1.000mg/kg),  30
minutos antes da indução da úlcera pelos
diferentes modelos.
Índice de lesões ulcerativas (ILU)
Foram utilizados três modelos de indução
de úlcera: antiinflamatório, etanol e estresse
causado por imobilização e  frio. O índice de lesões
ulcerativas (ILU), determinado após aplicação dos
protocolos referentes aos modelos de indução, foi
calculado por meio da somatória dos parâmetros
abaixo, de acordo com a metodologia descrita
por Gamberini19;  até 10 petéquias: 1 ponto; até
20 petéquias:  2 pontos; até 30 petéquias:  3 pon-
tos; úlceras de até 1mm:  *n x 2 (*n=número de
lesões encontradas); úlceras maiores que 1mm:
*nx3 (*n=número de lesões encontradas);
hemorragia: 1 ponto; perda de pregas: 1 ponto;
perda da coloração:  1 ponto.
Para a determinação da porcentagem de
redução do ILU apresentados pelos grupos tratados
em relação ao grupo controle, foi utilizada a
seguinte fórmula:
Média controle - média tratado
            Média controle
O modelo de úlcera gástrica, induzida por
indometacina, foi utilizado para a determinação
da DE50, utilizando os valores citados por Rosaneli
et al.20:
Modelos de indução de úlcera gástrica por
antiinflamatório (indometacina): o ensaio foi
conduzido com grupos de sete animais submetidos
a cinco tratamentos diferentes. Para o controle
negativo e positivo foram utilizadas solução de
NaCl 0,9% (10ml/kg/peso corpóreo) e suspensão
aquosa de cimetidina (100mg/kg/peso corpóreo),
respectivamente. O fluxograma da Figura 1 ilustra
a metodologia utilizada. O concentrado protéico
de soro (CPS), HPS e PHPS foi ressuspendido em
solução salina na dose de 1.000mg/kg de peso.
Após 30 minutos da gavagem cada animal
recebeu uma injeção subcutânea de suspensão
aquosa de indometacina (30mg/kg/peso
corpóreo), segundo metodologia de Morimoto21.
Transcorridas quatro horas os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e os
estômagos retirados para contagem e avaliação
das lesões (ILU).
X 100
Figura 1. Indução de úlcera por antiinflamatório nos grupos de
controle positivo (cimetidina), negativo (salina) e tes-
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Indução de úlcera por etanol: foram reali-
zados cinco tratamentos (n=7); controle negativo
utilizou-se solução salina 0,9% (10ml/kg/peso
corpóreo), como controle positivo a carbenoxolona
(200mg/kg) e outros três grupos receberam o CPS,
HPS e PHP (1.000mg/kg/peso corpóreo). Todos os
animais após 30 minutos da gavagem, com o
respectivo tratamento, receberam via oral 1,0ml
de etanol absoluto, de acordo com a metodologia
descrita por Robert22. Após uma hora da
administração do etanol, os animais foram
sacrificados e os estômagos retirados para
contagem das lesões e cálculo do ILU19.
Indução da úlcera por estresse à imobi-
lização e ao frio: neste experimento, após jejum
de 24 horas, cada grupo (n=7) de animais recebeu
via oral, por gavagem, o tratamento correspon-
dente. Tratou-se um dos grupos com solução salina
no volume de 10ml/kg (controle negativo), outro
grupo com suspensão aquosa de cimetidina, na
dose de 100mg/kg (controle positivo) e os outros
três grupos receberam as soluções testes na dose
de 1.000mg/kg, diluídas em solução salina. Os
animais tiveram suas patas imobilizadas e as
gaiolas foram deixadas em câmara fria a tempera-
tura de 4ºC por duas horas, segundo metodologia
descrita por Levine23. Posteriormente os animais
foram sacrificados e o número de lesões no
estômago avaliado para o cálculo do ILU19.
Quanto à análise estatística, os resultados
foram submetidos à análise de variância (ANOVA)
e ao teste de Duncan ao nível de 95% de
confiabilidade, utilizando o programa Statistica
6.0®24.
R E S U L T A D O S  E  D I S C U S S Ã O
O fracionamento do hidrolisado (HPS) de
proteínas do soro de leite, por meio de membrana
Prep-Scale com corte na faixa de 1kDa de peso
molecular, teve por finalidade concentrar os
peptídeos de baixo peso molecular e procurar
identificar nessa fração a presença de peptídeos
bioativos. De acordo com trabalhos da literatura25,
as proteínas de soro de leite, hidrolisadas pelo
sistema pancreatina num grau de hidrólise de
20%, apresentam, aproximadamente, 90% do
seu conteúdo constituído por peptídeos com peso
molecular inferior a 1kDa.
A composição aminoacídica da matéria
prima original (CPS), do hidrolisado (HPS) e sua
fração, contendo peptídeos de baixo peso
molecular (PHPS), encontram-se na Tabela 1. De
um modo geral os aminoácidos predominantes
foram: o ácido aspártico, treonina, ácido glutâmico
e lisina. Destacam-se o elevado conteúdo de
aminoácidos ramificados, o baixo conteúdo de
aminoácidos aromáticos e a proporção de 1:1
entre a cisteína e metionina nas diferentes
amostras. O procedimento de hidrólise modificou
apenas o conteúdo dos aminoácidos tirosina e
histidina, em relação ao concentrado de soro de
leite. O procedimento de ultrafiltração para
obtenção da amostra PHPS resultou no aumento
de alguns aminoácidos, tais como: ácido aspártico,
glutamina, leucina e isoleucina e redução
acentuada da histidina e arginina.
Tabela 1. Composição em aminoácidos do hidrolisado protéico
de soro de leite (CPS), soro de leite hidrolisado (HPS)









































































Trp (Triptofano) é destruído na hidrólise ácida da proteína.
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Com o objetivo de conhecer melhor a
distribuição dos peptídeos presentes no hidrolisado
integral e sua fração de baixo peso molecular, foi
realizada cromatografia de exclusão molecular na
qual os peptídeos foram separados por faixas, de
acordo com a quantidade de resíduos de
aminoácidos. A análise do perfil de peptídeos
revelou diferenças quanto à distribuição dos
peptídeos em função do peso molecular. A fração
com peptídeos de baixo peso molecular (PHPS)
apresentou, aproximadamente, 60% dos
peptídeos entre 2 a 7 resíduos de aminoácidos
(Figura 2).
que contêm até 7 resíduos de aminoácidos
perfazem cerca de 75,0% do hidrolisado integral
e 90,0% do hidrolisado fracionado (≤1kDa) e
correspondem ao valor máximo de, aproxima-
damente, 800Da. Comparando estes valores com
os descritos por Gonzáles-Tello25, verifica-se, no
hidrolisado, a presença de um conteúdo de 26,6%
de peptídeos com mais de 7 resíduos de aminoáci-
dos, não descartando a semelhança entre os
resultados (aproximadamente 25,0%). Em
trabalho anterior, realizado com proteínas de soro
de leite hidrolisadas com pancreatina, a 20,0%
de grau de hidrólise, verificou-se a presença de
um residual de 4,0% de proteínas intactas26, as
quais, provavelmente, se encontram inseridas no
percentual da fração F1 .
Os dados da Figura 2 mostram que o
sistema enzimático pancreatina gerou no
hidrolisado uma concentração bastante elevada
de aminoácidos livres. Isso, provavelmente, se
deve ao fato desse sistema  conter, além de
endoproteases (tripsina, quimotripsina), as carboxi-
peptidases, que são exoproteases, responsáveis
pela maior liberação de aminoácidos livres.
Conseqüentemente, quando o hidrolisado é
fracionado, o teor de aminoácidos livres torna-se
mais concentrado (10%) em detrimento à fração
com mais de 7 resíduos de aminoácidos.
Em relação aos ensaios biológicos, no
modelo de úlcera induzida pela indometacina
(antiinflamatório), observa-se (Tabela 2) que os
valores de redução do ILU, para os tratamentos à
base de soro de leite em dose única, já
apresentaram um efeito protetor (p<0,01) em
relação ao controle negativo (salina). A admi-
nistração dos tratamentos CPS, HPS e PHPS em
dose dupla resultou num efeito mais acentuado
em proteger a mucosa, principalmente para o
PHPS (Tabela 2), no qual a redução do ILU não
diferiu (p<0,01) do controle positivo (cimetidina).
No modelo de úlcera induzida por etanol
o CPS apresentou uma porcentagem de redução
do ILU de 38,2% e 69,24%, para administração
em dose única e dose dupla, respectivamente,
Figura 2. Perfil da distribuição dos peptídeos por faixa de peso
molecular.
F1= peptídeos com mais de 7 resíduos de aminoácidos; F2= peptídeos
contendo entre 4 e 7 resíduos de aminoácidos; F3= peptídeos conten-
do entre 2 e 3 resíduos de aminoácidos e F4= aminoácidos livres. Os
valores estão expressos em porcentagem de nmoles e representam a
média de triplicatas. H1= hidrolisado integral e H2= peptídeos com
peso molecular abaixo de 1KDa.
A maior diferença do PHPS em relação ao
hidrolisado integral reside na faixa de peso
molecular dos peptídeos acima de 7 aminoácidos,
o quais foram predominantes para o HPS. Por-
tanto, observou-se que a fração de baixo peso
molecular em relação ao teor de di/tri-peptídeos
(F3), aminoácidos livres (F4) e resíduos superiores
a 7 aminoácidos (F1). A porcentagem dos
peptídeos contendo entre 4 a 7 resíduos foi similar
(F2).
Considerando o peso molecular médio dos
aminoácidos em torno de 110 Daltons, as frações
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indicando um efeito protetor cumulativo para a
amostra. Os tratamentos à base de hidrolisados
(HPS e PHPS) foram capazes de reduzir o número
de lesões ulcerativas em, aproximadamente,
75,0% (dose dupla), estatisticamente semelhante
à carbenoxolona (84,9% de redução ILU). Os
resultados da porcentagem de redução do ILU
para o modelo etanol podem ser observados na
Tabela 3.
O etanol é considerado um agente irritante
da mucosa gástrica, o qual destrói a camada de
muco e o bicarbonato, que atuam na proteção
da mucosa gástrica contra o ácido clorídrico e
outros agentes agressores. O etanol atua
bloqueando a citoproteção gástrica por
precipitação das proteínas, liberação de radicais
livres e redução da concentração de compostos
sulfidrilas nas células da mucosa. Pode-se
considerar que o efeito protetor, tanto das proteínas
hidrolisadas como dos peptídeos do soro de leite
provavelmente, está correlacionado com a elevada
concentração de aminoácidos sulfurados presentes
nas amostras, os quais são considerados limitantes
na síntese da glutationa. No caso do hidrolisado
fracionado, cujos peptídeos possuem elevada
concentração de fragmentos protéicos com
número diminuído de resíduos de aminoácidos, a
absorção seria facilitada, permitindo a absorção
destes numa velocidade maior em relação às
proteínas íntegras e fragmentos de maior tamanho.
A síntese destes compostos, em velocidade
aumentada, poderia, conseqüentemente,
ocasionar disponibilidade maior dos compostos
sulfidrilas para a síntese de glutationa e, desta
forma, contribuir para uma proteção mais rápida
e eficiente da mucosa contra agentes
ulcerogênicos.
Para o modelo de úlcera induzida pelo
estresse, os resultados da contagem dos índices
de lesões ulcerativas não apresentaram diferenças
em relação ao controle negativo (salina),
indicando que para este modelo de indução de
úlcera, as amostras testes não apresentaram
nenhum efeito enquanto moduladores da
proteção das células epiteliais da mucosa dos
animais.
Tabela 2. Resultados da porcentagem de redução do índice de
lesões ulcerativas (ILU), utilizando o concentrado
protéico de soro de leite (CPS), o concentrado
hidrolisado (HPS) e fração do hidrolisado menor de
1kDa (PHPS), em úlceras induzidas por indometacina,
utilizando modelos agudo e repetitivo.
a Índice de lesões ulcerativas; bporcentagem de redução das lesões
ulcerativas; cconcentrado protéico de soro de leite; dconcentrado de
soro hidrolisado, epeptídeos do hidrolisado de soro de leite. ANOVA
(1) F
(4,28)
= 8,9, p<0,01. Duncan **p<0,01,  em referência a salina;
ANOVA (2)F
(3,30)







































Tabela 3.Resultados da porcentagem de inibição de lesões
ulcerativas (ILU), utilizando o concentrado protéico de
soro de leite (CPS), o concentrado hidrolisado (HPS) e
a fração do hidrolisado menor de 1kDa (PHPS), em







































a Índice de lesões ulcerativas; b porcentagem de inibição das lesões
ulcerativas, c concentrado protéico de soro de leite, d concentrado de
soro hidrolisado, e hidrolisado de soro de leite fracionado. ANOVA
(1) F
(4,28)
= 8,9, p<0,01. Duncan **p<0,01,  em referência a salina;
ANOVA (2)F(3,30)= 44,15 p<0,05. Duncan** p<0,05, em referência a
salina.
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Para os modelos de indução de úlcera por
antiinflamatório e etanol, o comportamento do
hidrolisado fracionado foi similar (Tabelas 2 e 3),
sendo eficiente já na primeira dose e conservando
e/ou ampliando seu efeito protetor em dose dupla.
O mecanismo pelo qual os hidrolisados expressam
a atividade citoprotetora, provavelmente está
relacionado ao conteúdo de aminoácidos
sulfurados e modulação da síntese e concentração
de glutationa celular pelos animais que receberam
os tratamentos.
C O N C L U S Ã O
Nas condições utilizadas foram obtidos dois
produtos com propriedades funcionais fisiológicas
ativas: o hidrolisado de soro de leite tratado com
pancreatina e uma fração do hidrolisado contendo
peptídeos de peso molecular abaixo de 1kDa. A
composição de aminoácidos no CPS, HPS e PHPS
mostrou que não há grandes alterações na
composição em função dos tratamentos utilizados,
com exceção da redução acentuada da histidina
e arginina no PHPS.
No modelo de úlcera induzida por
antiinflamatório, em dose aguda, o efeito do CPS
e fração de baixo peso molecular do hidrolisado
foi similar. Na dose repetitiva o hidrolisado
fracionado de baixo peso molecular foi mais efetivo
em inibir o ILU (77%), igualando-se ao controle
positivo da droga antiinflamatória cimetidina. No
modelo de úlcera induzida por etanol o hidrolisado
fracionado revelou um potencial elevado de
citoproteção gástrica já na primeira dose (dose
única), conservando a atividade na dose repetitiva.
O HPS mostrou-se eficiente apenas na dose
repetitiva, igualando-se ao CPS.
A atividade citoprotetora do CPS, do
hidrolisado (HPS) e sua fração contendo peptídeos
de baixo peso molecular pode ser atribuída à
presença de elevado conteúdo de compostos
sulfidrilas, os quais, provavelmente, serviram de
substrato para síntese de glutationa pelas células
da mucosa gástrica.
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